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摘 要
I
摘 要
植物分枝是植物形态建成的一个重要方面。侧枝是由腋生分生组织(Axillary
shoot apical meristems,AM )分化而来，其发育包括两个阶段：腋生分生组织的形
成和腋生分生组织的生长。植物的侧枝分化是一个涉及多基因、多信号途径、多
基因产物的复杂过程。高等植物中 R2R3-MYB转录因子家族成员广泛参与到植
物生长发育的各个领域，在决定细胞命运、调节次生代谢、响应逆境胁迫及激素
应答等多方面具有重要功能。近年来还发现，R2R3-MYB家族成员参与调控植
物侧枝的分化。
本论文对R2R3-MYB家族成员AtMYB2和AtMYB37(RAX1)基因进行了研究。
通过 GUS报告基因对 AtMYB2和 RAX1表达定位发现，这两个基因均在腋生分
生组织区域特异性表达。通过构建超表达 MYB2 蛋白与 SRDX结构域来阻断
MYB2蛋白的功能，结果发现 35S::MYB2:SRDX株系出现植株矮小、叶片卷曲、
侧枝增多等表型，而在 35S::RAX1:SRDX株系中植株较野生型高大、莲座叶无腋
芽形成、侧枝明显减少。35S::MYB2:SRDX株系中 RAX1 mRNA的水平明显降低。
通过将 35S::MYB2:SRDX和 35S::RAX1:SRDX两株系的杂交，发现杂交组合的侧
枝明显减少，表型类似 35S::RAX1:SRDX 株系，说明 AtMYB2基因有可能是在
RAX1的上游调控侧芽的分化。又进一步通过凝胶迁移实验(EMSA)，证明 AtMYB2
基因是通过抑制 RAX1的表达来调控侧枝发育的。
本研究的结果为进一步阐明植物侧枝分化的分子机理提供了新的基因成员
和信号通路。
关键词：拟南芥；腋生分生组织；R2R3-MYB家族厦
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Abstract
II
Abstract
The differentiation of lateral branch is an important procession in plant
morphogenesis.The development of axillary shoot apical meristems(AM) includes
two stages: the formation of AM and the outgrowth of AM. Multiple genes are
involved in this procession. R2R3-MYB transcription factors play important roles in
various developmental processes, such as the control of cell morphogenesis, the
regulation of secondary metabolism, stress response and hormone signaling pathways.
In recent years, R2R3-MYB factors are also found to be participated in the regulation
of differentiation of plant lateral branch.
AtMYB2 and AtMYB37(RAX1),the members of R2R3-MYB family, were
investigated in this study. Using GUS reporter gene expression, we found that these
two genes are specifically expressed in axillary meristem region. 35S::MYB2:SRDX
plants showed dwarf phenotype, curled leaf and increased lateral branch number.
However, the axillary bud formation were strongly compromised in 35S::RAX1:SRDX
plants. By RT-PCR analysis, we found that the mRNA level of RAX1 significantly
decreases in 35S::MYB2:SRDX plants. Furthermore, the 35S::MYB2:SRDX
35S::RAX1:SRDX plants showed the same phenotype as that of 35S::RAX1:SRDX
plants, suggesting that AtMYB2 might act upstream of RAX1 in the formaiton of
axillary meristem. By the electrophoretic mobility shift assay (EMSA), the MYB2
protein was demonstrated to specifically bind to the promoter of RAX1 gene，
suggesting that AtMYB2 can negatively regulate the expression of RAX1 gene.
Our results shade light on a new signal pathway involved in the initiation of
axillary meristem in plant.
Keywords: Arabidopsis thaliana; the axillary shoot apical meristems; R2R3-MYB
family
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1
1 前言
1.1植物的分枝发育机理
在高等植物的生长过程中，植物茎分枝结构在产生各种不同形态的植物中起
着重要的作用。茎的总体结构是由胚发育过程中形成的茎尖分生组织(SAM)和胚
后发育形成的腋生分生组织(AM)决定的[1]。主茎的茎尖分生组织决定了植物的主
轴，而植物的分枝结构则通过腋生分生组织来控制[2]。
1.1.1 植物的分枝方式
植物的分枝方式大概可以分为四种类型：单轴分枝、合轴分枝、二叉分枝（包
括假二叉分枝）、分蘖（图1-1）。双子叶模式植物拟南芥属于单轴分枝类型,
而单子叶禾本科水稻和小麦属于分蘖类型[3]。
图 1-1 植物分支的类型
Fig.1-1 Branch type in plants
1.1.2 腋生分生组织的形成
腋生分生组织的形成是植物分枝发育的起始和基础，通常情况下它产生于植
物的近轴端[4]。长期以来，关于腋生分生组织的形成有两种假说，一种假说认为，
腋生分生组织直接来自于茎尖分生组织细胞，它们保持原有的分生组织特性[5]；
另一种假说认为，腋生分生组织是从叶腋处重新形成了新的具有分化能力的组织
[2, 6, 7]。一些植物的腋生分生组织起源于茎尖分生组织，比如番茄；而通过组织学
纵向切片则发现拟南芥的腋生分生组织起源于叶腋处叶柄上的一团细胞[4]。近年
来的一些研究表明，这两种不同的假说可能只是一个连续统一理论的两个方面，
而不是截然不同的两种机制[8, 9]。但到底哪一种解释才是正确的，仍需更多的研
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究来证实。随着越来越多的与分枝相关的突变体的发现和研究，人们最终将会逐
步阐明植物分枝的形成机制。
1.1.3 腋生分生组织形成的分子机理
调控腋芽的基因在番茄中最先被报道，其中研究的比较透彻的是 LS基因[10]，
它属于 GRAS基因家族，该家族参与了植物侧枝形成、赤霉素的信号转导等许
多植物生理进程[11]。ls突变体分枝减少、育性下降、花瓣发育不正常。拟南芥中
LAS基因与 LS基因的同源性也很高，也是属于 GRAS家族，las突变体中莲座叶
叶腋处没有腋芽的形成。将 LAS基因转入 ls突变体中，可以恢复后者的表型，
说明二者对腋芽形成的调控机制相同[12]。李家洋等[13]分离得到水稻的 MOC1基
因（GRAS家族转录因子），其敲除系突变体植株中分蘖减少。进一步的实验证
明 MOC1通过影响下游的 OSH1和 OsTBI基因来调控水稻分蘖。近年来的报道
中，MYB 转录因子家族对植物的分枝也有很明显的调控作用，MYB2、
MYB37(RAX1)、MYB38(RAX2)、MYB84(RAX3)对拟南芥的分枝发育有明显影响[14]，
myb2突变体中生殖生长后期会出现大量浓密的侧枝[15]。RAX1缺失引起分枝减少
[16]，RAX2基因过表达引起分枝增加，绝大部分茎生叶叶腋处在主侧枝外增生一
个附着枝(Accessory Axillary Bud)。其三敲除株系 rax1/rax2/rax3分枝明显减少
[14]。现在研究表明，RAXs和 LAS/LS在功能上有冗余，RAX1表达早于 LAS，但
两者调控腋生分生组织的形成路径不一样，RAX1通过调控 CUC2影响 STM的表
达变化而影响腋生分生组织的发生。LAS则是通过调控 REV影响 STM的表达变
化而影响腋生分生组织的发生，最新研究结果表明，LAS和 RAX可以通过共同
调节 ROX来调控腋生分生组织的形成[16]。
1.1.4 激素对腋生分生组织的调控
研究表明，植物激素在分枝发育中具有重要作用。侧芽形成后是不是处于休
眠状态受到激素水平的调控，细胞分裂素(Cytokinin)能够促进侧芽的生长，生长
素(Auxin)则相反，它通过维持顶端优势来抑制侧芽的生长[17]。生长素并不直接
作用于侧芽，而是在腋生分生组织形成后起作用，细胞分裂素与生长素的含量变
化对分枝的发育影响很大，两者综合作用决定了侧芽的发育[18]。目前研究发现了
调控植物分枝的一种新激素或其前体，独角金内酯(Strigolactone)，其产生于胡萝
卜素的裂解产物，它可以抑制植物的分枝和侧芽的生长[19]。另外其它一些激素如
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脱落酸、乙烯等对侧枝的发育也有调控作用。
研究表明，有些激素和分枝关键基因（转录因子）通过协调作用来实现其网
络调控。基因可通过影响激素代谢来调节分枝，在矮牵牛中，max1/3/4三突变体
中独角金内酯(Strigolactone)含量降低，分枝增多，外源施加独角金内酯可以恢复
他们的表型[20]；基因可通过影响激素运输来调节分枝，拟南芥的 MKK7(MAP
KINASE KINASE7)能抑制生长素的极性运输从而破坏顶端优势,导致拟南芥的分
枝增多[21]，还有独角金内酯可以从根部通过木质部运输到腋芽来调节侧枝的发育
[22]；基因还可与多种激素一起共同调控分枝发育[23]（图 1-2），在拟南芥中，max
突变体中，生长素输出载体 PIN蛋白会过度积累，表明独角金内酯信号系统可
以通过调控生长素的运输起作用，反过来，生长素对独角金内酯信号系统具调控
作用。
图 1-2植物激素与MAX途径之间的相互作用
(参考 Hayward. et al. ,Plant Physiol, 2009)
Fig.1-2 The interactions between phytohormone and the MAX pathway
1.1.5 腋生分生组织的生长
在许多植物中，腋生分生组织的生长受主茎和主花序抑制，这种现象称为“顶
端优势”。长期的进化使植物有一整套机制来控制腋生分生组织的生长和发育。
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腋生分生组织形成后会发育产生腋芽，这个芽要么继续生长产生一个分枝，要么
处于休眠状态，而休眠的芽在适当时候又可以被重新唤醒产生一个分枝[24]。植物
腋芽的生长抑制或休眠状态可分为 3种类型：一是副休眠，由于如顶端优势等端
部器官生长引起的对腋芽生长的抑制；二是内休眠，由于如季节转换等内部芽信
号引起的对腋芽生长的抑制；三是生态休眠，由于冷害等临时不利环境条件引起
的腋芽休眠[7]（图 1-3）。在植物体内有一套复杂的相互交叉的系统来调节腋生
分生组织的生长。
图 1-3 侧芽发育的命运
（1）侧生分生组织形成侧芽（2）侧芽进入过渡发育期，过渡期意味着在生长与休眠的中间时期（5）一些
在过渡期的侧芽打破休眠开始生长（6）通常休眠芽进入过渡期可进到（3）-（5）阶段，芽的状态受它们
发育模式及环境因子的调控，然后到阶段（6），有时侧芽经过一个临时的生长经过（4）-（5）又进入休
眠期。（参考 Sae.et al.,Sci Cor, 2009）
Fig. 1-3 Extrapolated developmental stages of outgrowth and dormancy in
axillary buds
(1)Axillary meristems are initiated (2)The axillary buds enter transition stages,transition stages indicate an
intermediate between dormancy and growth (5)some axillary buds in transition stages undergo growth(6)Usually
dormant axillary buds enter transition stages through (5)and (3) in response to their developmental program or
environmental cue,and then undergo growth (6).In some cases,axillary buds in temporary growth at transition
stages might re-enter dormancy through (4) and (5).
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1.2 MYB转录因子家族
真核生物基因的表达调控是当前分子生物学最前沿的研究领域之一，真核生
物基因表达是一个十分复杂而有序的过程。基因的表达在各个层次上都受到精密
的调控（包括染色体结构、转录、转录后、翻译和翻译后加工等水平的调控）。
转录水平的调控发生在基因表达的初期阶段，是很多基因表达调控的主要方式之
一[25]。转录因子(Transcription factor，TF)又称反式作用因子(trans-acting factor)，
是指能够与基因启动子区域中顺式作用元件发生特异性相互作用的 DNA结合蛋
白，通过它们之间以及与其它相关蛋白之间的相互作用激活或抑制某些基因的转
录[26]。根据 DNA结合功能域的结构，转录因子可以分为 bHLH(碱性螺旋-环-螺
旋)、bZIP(碱性亮氨酸拉链)、Homeodomain 蛋白、MADS-box蛋白、Zinc-finger(锌
指蛋白)、Myb 蛋白、Ap2/EREBP蛋白、HSF蛋白、HMG蛋白和 AT hook蛋白
等多个不同家族[27, 28]。
转录因子通常由几个独立的功能域组成，包括 DNA 结合功能域
(DNA-binding Domain)、转录调控区(Transcription Regulation Domain)、信号分子
结合域和核定位信号区(Nuclear Location Signal，NLS)等。DNA结合域指转录因
子识别顺式作用元件并与之结合的一段氨基酸序列[29]。相同类型转录因子 DNA
结合域的氨基酸序列较为保守，因此这段氨基酸序列决定了转录因子的特异性，
转录因子中其他氨基酸起到增强其结合的作用。转录调控区包括转录激活域和转
录抑制域两类，它们决定了转录因子功能的不同，转录因子的作用依赖于它对靶
基因的转录起激活还是抑制作用。转录因子对靶基因的抑制作用可能是通过与其
他转录因子竞争同一顺式调控元件进行的。除此之外，还可能存在诸如通过使转
录因子二聚体化而导致转录调控域被掩盖，转录抑制域与转录因子相互作用等机
制[30]。核定位信号是转录因子中富含赖氨酸(Lys)和精氨酸(Arg)残基的核定位区
域，转录因子进入细胞核的过程受该区域的控制。不同植物转录因子核定位信号
的序列、组织器官的分布和数量存在着一定差异，另外不同转录因子的核定位信
号的数目也不相同[31]。
1.2.1 植物中的MYB转录因子
在拟南芥的基因组中预测总基因的 6%是编码转录因子的，而在所有的这些
转录因子当中有 9%是 MYB基因家族成员[27, 32]。二十多年前植物中第一个MYB
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转录因子 COLORED1(C1)被发现，它是单子叶植物玉米中与色素合成相关的基
因[33]。在拟南芥基因组被测通后，给MYB转录因子提供了详细并系统的描述[34]。
从此以后，大量MYB类转录因子从各种植株中得以分离鉴定[35, 36]。MYB类蛋
白的的功能在各种植株中得以阐释[37]，如拟南芥、玉米、水稻、矮牵牛花、金鱼
草、葡萄、白杨、苹果。紧接着，一些控制MYB蛋白活动机制的相关基因及一
些目标靶基因也被相继报道[38]，但是只有极少数的DNA结合位点区域得以确定。
各种植物基因组序列的不断确定，使我们对这个庞大的转录因子家族的进化有一
个更好的了解，例如在过去几年中，拟南芥中有一半以上的 R2R3-MYB家族基
因得以阐释，并对该家族基因的调控功能进行了分类归纳。
1.2.2 MYB转录因子的结构与进化
MYB转录因子家族以含有保守的MYB结构域为共同特征，一般每个MYB
区域，即 DNA结合区(DNA binding domain)，含有 51-53个氨基酸[39-41]。每个
MYB区（R区）折叠成螺旋—转角—螺旋(Helix-Turn-Helix, HTH)的形式进行与
DNA大沟的结合。在每个 MYB区域中，一般都含有 3个保守的色氨酸(Trp)残
基（其间隔 18-19个氨基酸），起着疏水核心的作用，对于维持 HTH的构型有
着特别重要的意义[42]。每个重复的第三个螺旋是“识别螺旋”，能够直接结合
DNA[43]。在与目标 DNA序列进行接触的过程中，两个MYB重复序列相互靠近，
密切地与 DNA的大沟结合在一起[43]，两个识别螺旋相互协作与特定的 DNA序
列(C/TAACG/TG)相结合[44]，一旦将结合之后MYB蛋白会单独[45]或与其它蛋白
一起发挥激活或抑制功能[46]。
根据重复序列的不同，MYB蛋白可以划分为不同的种类[47, 48]（图 1-4）。
动物中所含有的MYB蛋白原型 c-Myb含有三个MYB结构域[49, 50]，分别被称为
R1、R2、R3。其他的 MYB蛋白中的 MYB结构域是根据它们与 R1、R2、R3
的相似性而命名。在植物中存在着多种形式的MYB蛋白，其中 R2R3-MYB是
最为广泛存在的形式[51]。在各种形式中，4R-MYB家族数量是最少的，在一些物
种中只编码一个 4R-MYB蛋白，它们由 R1/R2的四个重复序列组成，目前我们
对这类蛋白的认识还知之甚少。R1R2R3-MYB(3R-MYB)一般在植物中存在 5个，
而这种类型在动物中广泛存在[47]。3R-MYB广泛存在于真核生物中，他们在不同
物种中尽管有一些功能上的分化，但是主要都涉及细胞周期调控[52, 53]。另外一种
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类型的蛋白是由一个或者部分MYB结构域组成的，这一类被称为MYB相关蛋
白。MYB相关蛋白涉及不同的生物学功能，包括器官形态发生、次级代谢、叶
绿体发育等[37, 54, 55]。
图 1-4 植物MYB转录因子分类
H，螺旋 ；T，转角 ；W，色氨酸 ；X，氨基酸 (参考 Dobos .et al., Trends Plant Sci, 2010)
Fig.1-4 The classes of plant MYB transcription factor
H，helix ；T，turn；W，tryptophan；X，amino acid
植物中最为广泛的 MYB 蛋白形式是 R2R3-MYB 蛋白 [56]。在植物中
R2R3-MYB基因被认为是 R1R2R3-MYB基因在长期进化丢失 R1得来的[44, 57]。
R2R3-MYB蛋白转录因子具有固定的结构：N端具有 DNA结合结构域，C端具
有激活或抑制结构域。根据 N端保守的MYB结构域与 C端结构域，R2R3-MYB
蛋白被划分为许多亚家族[34]。在大部分植物中，R2R3-MYB基因有 100多个成员，
并且在植物中发挥着重要的功能（表 1-1）。
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